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1.- RESUMEN

Se evalué el efecto de mezclas de metabolitos secundarios vegetales
incorporados a un sustrato, contra el ataque y consumo por parte de una
comunidad compleja de microorganismos del suelo. La hipétesis de trabajo se
basé en la afirmacién de que una planta (o0 sus partes) que presentara una
complejidad quimica mayor, es decir un niimero mayor de compuestos y/o
concentraciones mdas altas, estarfla mejor defendida que aquellas que
presentaran complejidades quimicas menores. Para ello se diseiié un
experimento con cuarenta tratamientos quimicos, resultado de algunas de las
posibles combinaciones de 4cido vainfllico, o-vainillina, umbelliferona, cafeina,
nicotina y &cido tanico. Los tratamientos diferfan en composicién quimica y
concentracién de compuestos y mezclas (4mg/g, 2mg/g 0.5 mg/g) Estos
cuarenta tratamientos de compuestos o mezclas en tres concentraciones, sé
afiadieron a harina de trigo refinada y se colocaron en cdpsulas de gelatina para
simular semillas. Cada cépsula se pesd y se colocd posteriormente en celdas de
plastico selladas acomodadas en matrices de tal manera que resulté posible
identificar cada cdpsula individualmente en todo momento. Se hicieron un total
de 25 bolsas 0 matrices, con tres capsulas de cada tratamiento por matriz. Las
cdpsulas se perforaron una vez con ayuda de un alfiler y se enterraron en un
alfalfar bien aireado y regado. Se desenterraron aleatoriamente cinco matrices
por cada fecha de colecta, las cuales se realizaron alos 8, 14, 20, 26 y 32 dlas.
Las cdpsulas de las matrices se secaron y se obtuvieron los pesos. El peso inicial
menos el peso final serfan los pardmetros utilizados para medir el efecto de los
distintos tratamientos. Se esperaba que a mayor complejidad quimica
(concentraciones mads altas y mayor nimero de sustancias quimicas) las
cdpsulas perdieran menos peso que las cdpsulas con tratamientos menos
complejos (concentraciones mas bajas y menor nimero de compuestos). Los
resultados, que se obtuvieron por medio de andlisis de varianzas (ANDEVA's)
de una y dos vias no apoyaron la hipétesis. Sin embargo, sugieren que la
presencia de metabolitos secundarios (MS) pudiera ser benéfica para las
"semillas", desacelerando su colonizacién inicial por la edafobiota. El beneficio
aumentaria al aumentar la concentracién de los MS. Después de la etapa de
colonizacién, no hubo efecto de la presencia inicial de los MS solos o
mezclados, en la velocidad de degradacidon de las "semillas”. Es posible que una
de las causas de esta falta de efecto se deba a procesos de exclusién
aleloquimicos producidos por los microorganismos que colonizaron las
"semillas".
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2- INTRODUCCION

Las plantas estdn sujetas a enfermedades y plagas causadas por virus,
bacterias, hongos, neméatodos, insectos, herbivoros mayores e incluso, por parte
de otras plantas. Bajo la presion de seleccidn ejercida por los consumidores, se
han desarrollado patrones defensivos en las plantas. Parte de la resistencia de
las plantas se debe a sus caracteristicas fisicas: dureza de la cuticula y la
corteza, espinas, pelos, etc, {Grubb, 1992}. Dentro de los patrones defensivos
fenoldégicos se encuentran eventos importantes de la historia de vida de la
planta, que tienden a ocurrir en momentos en los que la poblacion de
consumidores se encuentra baja. Otra parte de la resistencia estd basada en
asociaciones mutualistas con otros organismos, alos que las plantas "otorgan"
alimento y cobijo a cambio de "proteccion” (Vasconcelos, 1993; Fiala, et a/,,
1994 ). Este tipo de resistencia esta basada en binomios planta-insecto
(Vasconcelos, 1993) o planta-hongo endéfito (Carroli, 1988). Finalmente
tenemos un tipo de macanismos defensivos que muchos investigadores
consideran como los mas importantes: aquelios que se basan en la presencia de
sustancias del matabolismo secundario de las plantas. Estas sustancias pueden
ser toxicas y/o repelentes al consumidor, reduciendo asf el dafio a la planta
(Ehrlich & Raven, 1964; Rhoades,1985; Langenheim, 1994),

Los trabajos para entender la defensa quimica vegetal provienen de



estudios agronémicos y de laboratorio. De estos uitimos la mayorfa se han
centrado en el efecto de una sustancia o grupo de sustancias sobre el
desempeiio del consumidor. El resto se ha centrado en el efecto de mezclas de
metabolitos, ya sean de la misma o de distintas familias (Berenbaum, 1985).
Dentro de este grupo estan los trabajo de Kubo & Hanke (1985) y de Bernays
{1978), asi como el de Espinosa-Garcia y Langenheim {1991), Estos trabajos
indican que algunos compuestos son mas activos que otros; que la defensa se
basa en una diversidad de los mismos y que la accidn de las mezclas es
dependiente de las dosis.

Los trabajos agrondémicos sefialan que la introduccién de lineas puras de
cultivos generan, pasado cierto tiempo, grandes epifitias. Por ello, se utilizan
mezclas de cultivos ¢ de lineas puras de un mismo cultivar.

Con base en estos antecedentss, se hizo un trabajo experimental, donde
se buscé conocer la importancia de la diversidad y fa concentracién de los
metabolitos secundarios en la defensa da las plantas. El experimento consistié
en el ofrecimiento de una dieta artificial a una comunidad compleja de

consumidores en un suelo agricola.



3.- ANTECEDENTES.

Para crear el marco conceptual de la defensa vegetal, se ha trabajado sobre dos
lineas principales de estudio. La primera, se ha orientado a la bisqueda de una
explicacién de la defensa vegetal en términos ecolégicos y evolutivos. La
segunda linea proviene de la experiencia agricola, y se basa en estudios
relacionados con la cantidad de variacién fenotipica y genotipica en los cultivos,
y su susceptibilidad a plagés y enfermedades.

Una de las lineas de investigacién comenzé en la década de los sesenta
con el trabajo de Ehrlich y Raven (1964) basado enla asociacién de ciertos taxa
de mariposas con plantas, cuyos resultados marcaban que los diferentes taxa
de mariposas tenfan preferencia por disitintos taxa vegetales. La distribucién de
cierta familia de mariposas estaba restringida a una sola familia de plantas.
Estos datos permitieron suponer a los investigadores que los perfiles quimicos
de las plantas, asf como su asociacién con las mariposas era un claro resultado
de coevolucién. La idea de coevolucién se convirtié en eje de los estudios que
siguieron.

Feeney (1976) y Rhoades y Cates (1976) elaboraron de manera
independiente la hipétesis de la apariencia, la cual propone que las plantas
varian en cuanto a su grado de apariencia 6 predictibilidad a los herbivoros. Las
plantas "aparentes" (perennes, o de amplia distribucién y abundancia) segtn los
autores, estarfan defendidas por sustancias reductoras de la digestibilidad,

mientras que las "no aparentes” o efimeras lo estarfan por toxinas. Dentro de



las sustancias reductoras de la digestibilidad se encuentran entre otros, los
taninos. Estas sustancias afectan la disponibilidad de los nutrientes para el
herbivoro y crean una barrera fisioldgicamente dificil de superar, y por tanto, son
de utilidad tanto contra especialistas como contra generalistas. El efecto de
estas sustancias es directamente proporcional a la dosis, y por tanto, deben
estar presentes en altas concentraciones. Esta hipdtesis asume un alto costo
tanto para la sintesis como para el almacenamiento de dichas sustancias. Dentro
del segundo grupo de compuestos tenemas a sustancias muy eficientes a bajas
concentraciones, con blancos bioquimicos muy especificos y con costos
metabdlicos muy bajos, tanto para su elaboracién como para su almacenamiento
{toxinas que protegen a las plantas efimeras).

Los puntos débiles de la teoria de la apariencia son: 1i que sdlo toma en
cuenta la defensa constitutiva; 2) que esta basada exclusivamente enrelaciones
planta-insecto; 3) que algunos compuestos pueden comportarse tanto como
toxinas como sustancias reductoras de la digestibilidad y 4) que algunos
herbfvoros responden a toxinas de manera dependiente de la dosis {Fox, 1981;
Herms & Mattson, 1992).

Antes de los trabajos de Feeney y de Rhoades y Cates, McKey (1974)
habla propuesto la hipdtesis de la defensa dptima, que seria méas tarde refinada
por Rhoades {1985). Segiin esta hipdtesis, el nivel de defensa que presenta un
tejido dependerd del valor adaptativo de! mismo. Las plantas "optimizan” la
cantidad de metabolitos secundarios destinados a un tejido, dependiendo de la

relacion costo-beneficio de la asignacién. Esta hipédtesis es un adelanto respecto



a la anterior, puss incluye a la defensa inducida dentro de la discusién, ademaés
de que no se centra en los insectos como tnicos consumidores, Ambas
hipdtesis suponen que la dgfensa es costosa, pues utiliza insumos que podrian
destinarse al crecimiento y la reproduccién. La hipétesis de ta defensa dptima
supone, ademds, que las partes de una planta no poseen la misma importancia
evolutiva al ser unas mas facilmente sustituibles que otras.

Bryant et al. (1983) propusieron la hipétesis del balance carbono-
nitrégeno. Segtn esta hipdtesis, aquellas plantas que crecen en lugares ricas en
luz, pero pobres en otros factores limitantas, particularmente nitrégeno, y donde
son capaces de tener excedentes de fotosintatos, estan defendidas por
sustancias basadas en carbono (terpenos y fenoles). De manera contraria, las
plantas que crecen en suelos ricos en nutrientes tendrian una mayor cantidad
de metabolitos secundarios con estructura quimica basada én nitrégeno
(alcaloides, aminodcidos no proteicos o compuestos cianogénos).

La hipdtesis de! balance crecimiento-diferenciacion (BCD) que fué
formulada en los trabajos de Loomis en 1932 y 1953, en los de Lorio en 1986
y 1988 y finalmente en los de Tuomi et a/. en 1990 tiene algunos premisas
similares a la hipétesis del balance carbono-nitrégenc. Al igual que ésta, la
hipdtesis BCD supone un "trueque" fisioldgico entre el crecimiento y los
procesos de diferenciacién de una planta, ent}e los cuales se incluye el
metabolismo secundario. Aligual que la hip6tesis del balance carbono-nitrégeno,
la hipétesis BCD pradice que una disminucién en el crecimiento, pero no en fa

tasa fotosintética, puede aumentar la disposicién de recursos para el
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metabolismo secundario. La diferencia radica en el hecho de que la hip6tesis
BCD no limita a uno los factores capaces de reducir el crecimiento aunque toma
en menos en cuenta a la fotosintesis que a los nutrientes. Supone adeinds, que
las condiciones de temperatura baja o sequia moderada pueden afectar también
alos procesos de crecimiento y diferenciacion. La hipétesis del balance carbono-
nitrégeno generalmente resulta suficiente para explicar los patrones fenotipicos
de los metabolitos secundarios, porque la disponibilidad de recursos es un factor
limitante de gran importancia para la produccién primaria en términos globales.
Sin embargo, la hipdtesis del balance entre el crecimiento y la diferenciacién
incluye a todos los factores que afectan el uso de los recursos. Por ello, provee
un marco mds completo para entender los patrones fenotipicos del metabolismo
secundario (Herms & Mattson, 1992).

Rhoades (1985) seiialé que el uso de los recursos por parte de una planta
debe corresponder a la relacién costo-beneficio. El costo de la defensa de una
estructura no debe ser mayor al costo de la pérdida misma. Esta idea se
denomind hipétesis de la defensa 6ptima y aflos més tarde fué retomada por un
grupo sueco (Fangerstrém et al., 1987), el cual formaliz6 el modelo al tomar en
cuenta las interacciones de la defensa contra la herbivorfa y el estrés ambiental,
asl como la formulacidén de las ecuaciones matematicas involucradas en la
medicién de los costos. El modelo se basaba en cuatro consideraciones: la
primera era que la planta en cuestién debfa presentar un sistema defensivo que
al aumentar su accién, redujera el nivel de herbivoiia. La segunda consideracion

asume que el sistema defensa/herbivoro se comporta de manera tal, que una



intensidad mayor de la defensa lleva a una herbivorfa menor. La tercera
consideracion es que la produccidn del sistema defensivo es costoso, en el
sentido de que recursos potencialmente utilizables para el crecimiento son
usados para producir defensas. Finalmente, el modelo asume que la planta se
beneficia de crecer tan rdpido como le sea posible, pues este crecimiento
repercutira favorablemente sobre su adecuacion.

Coley et. al. {1985) proponen Ja hip6tesis del crecimiento, la cual afirma
que las plantas que crecen en sitios pobres en recursos (agua, luz, nutrimentos)
tendran pocas posibilidades de recuperarse de una defoliacién parcial. Por tanto,
invertirdn mucho en defensas, particularmente en defensas no méviles como
taninos o cuticulas gruesas, que no Se reabsorben ni Se sintetizan
continuamente y tampoco desaparecen de plantas senescentes. Por otro lado,
las plantas que crecen en medios ricos y que pueden recuperarse rdpidamente
de una defoliacién parcial invertirdn poco en defensas, y éstas serdn mdviles,
rdpidas de sintetizar y de eliminar. Ejemplo de este tipo de defensas son los
alcaloides y los terpenos.

Edwards (1989) presenta su teoria en la cual, caracteristicas de las
plantas que en teorias anteriores, especialmente en la de Feeney y de Coley et
al., son reconocidas como defensas, se les conoce como parte de una
“resistencia neutral". Dentro de esta resistencia neutral se encuentran
caracteristicas fisicas como dureza de la hojas o la presencia de taninos. Estas
caracteristicas pueden tener multiples funciones, tanto fisiolégicas, como de

resistencia al ataque tanto de microorganismos como de animales. Lo més



cercano a una defensa contra animales, segtn esta hipétesis, serfa la accién
quimica de los alcaloides, terpenos y glucosinolatos. Las plantas con una mayor
proporcién de defensa neutral serén.las méas primitivas, mientras que las que
presenten una mayor cantidad de defensa quimica serdn las més recientes. Un
punto interesante del trabajo de Edwards es el reconocimiento de que la
evidencia que poseemos sugiere que los metabolitos secundarios de muchas
especies de plantas han cambiado muy poco a través de largos periodos de
tiempo. La evidencia bioquimica utilizada por Edwards indica que si bien los
cambios bioquimicos que permiten a la planta entrar en una nueva zona
adaptativa, pueden darse, son mucho menos comunes de lo que la teorfa de la
coevolucién de Ehrlich & Raven exige como parte de los cambios continuos de
adaptaciones y contraadaptaciones entre planta y herbivoro.

Jones & Lawton (1991} proponen ciertos mecanismos que explican la
diversidad de consumidores de una planta en relacién a su diversidad de
metabolitos secundarios. El primer mecanismo queda explicado por medio de la
hipdtesis de la defensa diversificada, la cual predice una correlacién negativa
entre la diversidad quimica de la pianta y la riqueza de herbivoros que sustenta,
porque varios quimicos deben ser mds dificiles de superar que uno o dos. De
manera semejante, la hipdtesis de la barrera bioquimica predice baja diversidad
de insectos en plantas con compuestos quimicos poco usuales, porque las
tasas de colonizacién deben reducirse en el tiempo a causa de quimicos nuevos.
Por otro lado, y en contra de las suposiciones anteriores, es posible que una

mayor diversidad de compuestos secundarios o sustancias poco comunes en
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una planta aumenten el niGmero de herbivoros que la ataquen. La explicacion de

ésto esta dada, segun los autores, medio de dos hipdtesis. La primera serfa la

hipétesis de la defensa con quimicos comunes, segun la cual, una planta con - .

alta diversidad quimica aumenta sus posibilidades de compartir, al menos,
algunas clases de compuestos con otras especies, facilitando el intercambio de
hospedero entre los herbivoros. La segunda hipétesis se conoce como la del
escape de un nuevo enemigo. Esta se basa en el hecho de que muchos
enemigos naturales de insectos herbivoros utilizan caracteristicas especiales de
la planta para localizar a su presa. Por ello, un insecto que colonice una planta
nueva 6 distinta vera reducidas las posibilidades de ser parasitado 6 depredado.

Para probar sus hipétesis, Jones & Lawton examinaron los reportes sobre
diversidad quimica de las especies de la familia Umbelliferae y sobre las
comunidades de insectos que las consumen. Los autores encontraron una débil
correlacién entre las umbeliferas con una mayor diversidad de metabolitos
secundarios y una comunidad mayor de herbivoros. Estos datos son
congruentes con la hipdtesis de la quimica comun. Por otro lado, no encontraron
ninguna influencia de quimicos especiales en la riqueza de especies. Sin
embargo, estos datos deben tomarse con precaucidn debido a que son
obtenidos a partir de bancos de informacidn bibliograficos.

Mas recientemente, Jones & Firn (1991) proponen una hipdtesis que
rechaza la coevolucién como eje principal en el desarrbllo de la defensa vegetal.
Para ellos, resulta importante el hecho de que la mayorfa de las plantas presente

un perfil qufmico que comprende principalmente compuestos de baja actividad
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biolégica. Esto porque la posibilidad de que a partir de una mutacién en una
sustancia inactiva se obtenga una sustancia activa, es siempre baja. Por ello, las
plantas que preserven una mavyor diversidad quimica a lo largo de su historia,
sumando las probabilidades de mutaciones que generen sustancias
biolégicamente importantes, tendrdn una mayor posibilidad de poseer sustancias
activas tanto hoy como en el futuro. El hecho de que estas plantas no sean
seleccionadas negativamente a pesar de la presencia de compuestos "inttiles"
se deberfa a que |a defensa, a diferencia de lo antes pensado, no implica costos,
o de tenerlos, éstos serfan muy bajos. El abaratamiento en la produccién de
metabolitos secundarios se debe a que la mayoria de las rutas metabdlicas no
son lineares, sino reticulares, Asi, un grupo pequeiio de enzimas es capaz de
producir gran cantidad de sustancias distintas.

Grubb (1992) propone que el estudio de la defensa vegetal no puede
basarse, como lo ha hecho hasta ahora, en una sola caracterfstica 6 estrategia
defensiva. Para él, las hipStesis como la de la apariencia o la de |a disponibilidad
de recursos, simplifican demasiado el tema. Grubb propone que la teorfa general
de la defensa vegetal debe contemplar, al menos, los siguientes puntos: 1)
historia de la planta; 2) presencia histérica de herbivoros en la zona; 3)
disponibilidad de recursos y si ésta es o no estacional; 4) valor nutricional de la
planta en relacién a sus vecinas; 5) otros tipos de defensa que no sean
solamente la quimica. Todo esto por el hecho de que la planta se encuentra
ocupando un cierto nicho ecoldgico, y las diferentes dimensiones del mismo

afectaran la defensa de la planta.
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Para probar estas hipdtesis se han realizado trabajos tanto en el laboratorio
como en el campo. Se han tomado en cuenta, ademds, datos obtenidos de
trabajos cuyos objetivos no estaban directamente relacionados con la teorfa de
la defensa vegetal, pero que han resultado relevantes para ésta. Destacan los
realizados sobre grupos o familias de compuestos: terpenos {(Mihaliak, et al/.,
1991; Langenheim, 1994); furanocumarinas (Zangler & Berenbaum, 1990;
Berenbaum et al. 1991); 4cidos fendlicos (Akin et a/., 1988; Shafer & Blum,
1991; Pellissier, 1993); taninos 6 polifenoles vegetales (Swain, 1979; Choo et
al., 1981; Haslam, 1988; Nichols-Orians, 1991 a, b.) y alcaloides (Robinson,
1974; Balwin & Hun, 1994), entre otros. Es importante destacar que muchas
de estos trabajos tienen como marco conceptual al trabajo de Ehrlich & Raven
{1964), por lo que generalmente se centran en la investigaciéon de cierta
sustancia o familia de sustancias sobre el desempefio de una especie de
‘consumidor o un taxén de consumidores {Berenbaum, 1985). En la naturaleza,
un herbivoro se enfrenta mdas frecuentemente a una mezcla compleja de

- compuestos de distintas familias quimicas en mucho mayor medida que a una
sola sustancia 6 familia de sustancias. Los trabajos con dietas artificiales o
medios de cultivo que involucran estas mezclas resultan importantes, tanto para

el entendimiento de la mecanica de la defensa vegetal, como para los fines de

este trabajo. Destacan los de Kubo & Hanke {1985), Bernays & Chapman

(1987) y Nichols-Orians {1991 a y b). Los primeros trabajaron con tres familias
de plantas: Labiatae, Podocarpaceae y Oleaceae. De cada familia se eligié una

especie con actividad biolégica conocida: repelente, antibiéticay antimicrobiana,
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respectivamente, De las hojas de estas plantas se hicieron extracciones de
compuestos quimicos por medio de los métodos convencionales, y se
obtuvieron cuatro fracciones de polaridad creciente. Con cada una de ellas se
realizaron estudios in vivo y los resultados se compararon con los del extracto
total. Ademds se identificaron las estructuras moleculares de los principales
componentes. Con ello se vié que las actividades caracteristicas de las plantas
se deben mds al numero de compuestos que presentan que a la actividad de uno
solo.

Bernays & Adams (citado en Berenbaum, 1985) demostraron en 1977,

que las mezclas de quimicos vegetales son mas eficaces que los compuestos

aislados. La reduccién en el consumo de los discos tratados con los quimicos -

experimentales en un bioensayo ofrecidos a un ortéptero, resultd aditiva, ya que
mientras la contribucién en repelencia de cada quimico de manera aislada no fue
detectada, el efecto colectivo si lo fué.

Ademds de ia variabilidad quimica de la planta y de la diversidad de
familias quimicas que presenta, la dosis en la que estos compuestos se
encuentran es importante. Esta idea se viene trabajando desde la hip6tesis de
la apariencia de Feeney (1976) y Rhoades & Cates (1976). Dentro de los
trabajos experimentales para probarlo destaca Nichols-Qrians (1991). Este autor
trabaj6é con dos tipo de taninos: solubles y condensados, y demostré que los
taninos condensados_ inhiben mas efectivamente el crecimiento de hongos.
Demostré ademds, que la dosis es importante: a concentraciones menores de

0.0025% no aparece ninguna diferencia en la biomasa de los hongos. A mayor
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concentracién, dependiendo de la naturaleza del tanino, la inhibicién fue desde
ligera hasta la muerte de hifas en algunos casos. Otro ‘trabajos sobre dosis en
relacion ala defensa quimica vegetal fueron el de Zucker (1983), que presenta
resultados similares a los de Nichols-Orians (1991).

Asi pues, la evolucién de la ideas que forman el marco tedrico respecto
a la defensa vegetal contra ataques de consumidores, ha avanzado a eécenarios
cada vez méas complicados. Inicié con la concepcidn de predictibilidad que es un
concepto relacionado en mayor medida con las caracterfsticas del consumidor
que con caracteristicas de la propia planta. Después se han ido incorporando
caracter(sticas especificas de la planta como sus capacidades metabdlicas y algo
que podrfafnos llamar la herencia filogenética de las mismas en términos
bioquimicos. Finalmente, se ha aceptado el hecho de que el binomio planta-
consumidor no se encuentra en el vacio ecolégico, sino embebido dentro de una
comunidad de organismos muy compleja, la cual a su vez, afecta y es afectada
por el medio. La necesidad de incorporar estos conceptos ala busqueda de una
teorfa general de la defensa vegetal es un reconocimiento tacito a lo complicado
del fin que se persigue.

Dentro del grupo de estudios que aportan informacién para la elaboracién
de un marco tedrico de la defensa vegetal, se encuentra una gran cantidad de
trabajos agricolas, especialmente aquellos relacionados con la seleccién de
lineas resistentes a ataque de patégenos y herbivoros, asi como los relacionados
a la utilizacién de cultivos multilineas, en vez de cultivos homogéneos. La

importancia de dichos estudios radica en el hecho de tratarse de sistemas no
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naturales creados por el hombre, dentro de los cuales el "equilibrio natural"
entre planta y consumidor se rompe y aparecen patrones mucho mas marcados
y, por tanto mas claros, de los procesos, tanto defensivos como de ataque
(Bradshaw & Mortimer, 1988). Dentro de los conceptos de mayor importancia
aportados por este tipo de estudios estan: la resistencia gen x gen, la cual se
presenta cuando el mecanismo defensivo de la planta, asf como el de ataque del
patégeno, son manejados por un solo gen en cada organismo. Un cambio en el
gen defensivo de la planta puede darle una ventaja adaptativa al volverla
resistente al patégeno. Esta inmunidad sin embargo, podrd ejercer una fuerte
presién de seleccion sobre la poblacién del patdgeno si la de la hospedera es
homogénea, gracias a la cual y al paso del tiempo podra aparecer una nueva
raza de patégeno con un cambio en su gen (o genes) ofensivo que le dard a esta
Lpoblacidn la capacidad de infectar a la planta hasta entonces inmune. La
resistencia horizontal, es el resultado de varios mecanismos actuando
conjuntamente, los cuales estdn controlados por un conjunto de genes
complementarios, y que resulta eficaz contra muchos patégenos; y la resistencia
vertical, se presenta cuando los distintos mecanismos de resistencia estan
regulados por un gen para cada mecanismo. Este tipo de resistencia funciona
contra patégenos especializados, siendo sinénimo de la resistencia gen x gen
(Van der Plank, 1968; Agrios, 1991).

Los datos de mayor importancia, en relacién a este trabajo, aportados por
estos estudios, son aquellos relativos al uso de cultivos multilineas. Los

fitomejoradores trabajan cruzando diversas variedades de una especie de
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{
importancia econémica. Durante este proceso se seleccionan caracteristicas

benéficas, como e! tamafio de la planta y del fruto, la resistencia a
enfermedades o al estrés ambiental, etc. {Van der Plank, 1963; Browning &
Frey, 1969; Namkoong, 1991). Al término del proceso, los agrénomos tienen
una nueva variedad con las caracteristicas seleccionadas, pero con muy baja
variabilidad tanto genotipica como fenotipica. én los primeros afos de esta
variedad, su desempefio en el campo es muy bueno, al tener una tasa de
bérdida muy baja y una tasa de produccién muy alta. Sin embargo, con el paso
del tiempo, la variedad seleccionada pierde resistencia y 1a incidencia de la
enfermedad aumenta hasta, eventualmente, volverse epifitia (Kolster et al.
1989). Para reducir tales danos se han desarrollado dos estrategias principales:
la primera consiste en la introduccién de muchos genes de resistencia a una
variedad. La segunda consiste en la utilizacidn sincrénica de muchas lineas
puras en un campo de cultivo. En el segundo caso, el aumento de la cosecha
lagrado con las multilineas fué mayor a la suma de los aumentas parcentuales
que de manera individual otorgé cada una de las variedades (Kolster et al.,
1989). Ademds, los efectos de las mezclas en cuanto a la resistancia final
otorgada, serdnmayoares conforme mayaores sean las resistencias originales. Dos
son los factores més impartantes para que esto suceda: el primero es que las
plantas de distinto genotipo crean una barrera fisica para la dispersién del
inéeculo. El segundo es que la diversidad de fenotipos aumenta y con ella,
aumenta la variabilidad en los perfiles quimicos de las_plantas.

La mayor parte de los estudios expuestos hasta ahara se centran en e/
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estudio de las partes aéreas de la planta y sus consumidores. Sin embargo, éste
no es el unico caso. Las semillas y las partes subterrdneas de la planta también
son atacadas por una comunidad diversa de consumidores, y por tanto requieren
igualmente de defensas. Las condiciones, tanto bidticas como abidticas, en las
que se encuentran estas estructuras de la planta son muy diferentes a aqueilas
en que se encuentran las partes aéreag. La diversidad de organismos que se
presentan en el suelo es muy amplia. Estan presentes lombrices de tierra,
termitas, hormigas, raices de plantas superiores, neméatodos, algas de suelo,

hongos, actinomicetes y bacterias (Brady, 1990}, y este conjunto forma una

comunidad compleja. De éstas, los arganismos mas importantes, tanto por’

ntimero de especies -méds de 670 especies, representantes de 170 géneros-,
como pof biomasa producida, son los hongos {Brady, 1990). Se calcula que la
biomasa producida por este grupo oscila entre 1000 y 10 000 kg por hectdrea
x 15 cm de profundidad. (Brady, 1990). Si bien es cierto que el papel de los
hongos en la ecologia del sueio dista de estar plenamente conacido, queda clara
su importancia en los proceso de transformacion del suelo: por su capacidad
degradadora son el grupo mas versdtil: celulosa, almidén, lignina, aztcares y
proteinas son degradados por hongos (Scheffer, 1976). La presencia
principalmente de hongos, pero también de todos los demds organismos, hace
que las partes hipdgeas de la plantas, sean éstas raices, bulbos, tallos, cormos
o semillas, se encuentren en un medio muy complejo y agresivo, contra el cual
deben luchar, formar asoclaciones, y/o competir, La relacién de las raices y la

edafobiota, la degradacién de la lignina, os cambios en la composicién quimica
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de los exudados radiculares producidos por la actividad de los microorganismos,
el cambio en la densidad de las poblaciones microbianas debidos a sustancias
producidas por la plantas son algunos de los temas que han sido estudiados
hasta hoy {Alexander, 1980; Curl & Truelove, 1985; Shafer & Blum, 1991;
Kumar et al,, 1993; Pellissier, 1993). Sin embargo, {a amplitud del campo es
mucho mayor y, por tanto, queda mucho por hacer.

Tanto de los estudios de laboratorio como de campo, es posible inferir que
son varios los factores que intervienen en la defensa quimica vegetal. Dentro de
los mds importantes estan la diversidad de quimicos que una planta posee,-las
familias quimicas presentes en esta diversidad, las concentraciones en las que
las sustancias se presentan y el efecto que éstas tienen sobre cierto
consumidor.

Partiendo de estos antecedentes y de la hipdtesis de trabajo: plantas con
defensas quimicas mas complejas serdn mejor defendidas que plantas con
defensas quimicas menos coimplejas, se realizd el presente estudio experimental,
cuya importancia radica en que por primera vez se presentan una serie de
mezclas de compuestos defensivos ante una comunidad compleja de
consumidores, En este trabajo, seentendié complejidad quimica como el nimero

de sustancias qufmicas que presenta una planta, asf como su concentracién.”
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4.- MATERIALES Y METODO

El trabajo para probar la hipdtesis, -plantas con una defensa quimica mas
compleja serdn mejor defendidas que aquellas que presenten defensas quimicas
menos complejas-, consistid en dos etapas experimentales: unprospectiva yuna

final.

4.1 Etapa prospectiva.

Esta primera etapa, se realizé con el fin de conocer el tiempo de degradacién de
la harina de trigo en el suelo y determinar la frecuencia para el experimento final.
Para esto se rellenaron 78 capsulas de gelatina # O con harina de trigo refinada,
Una vez rellenas, se eligieron 40 cdpsulas buscando homogeneidad de peso, que
se colocaron en una matriz de plastico adherente anotando las coordenadas y
el peso de cada una. La matriz aislaba las cdpsulas entre si. Posteriormente se
perford cada una de las cdpsulas con ayuda de una aguja. La matriz asf formada
se enterré en un suelo himedo a una profundidad de 10 cm, junto a los
invernaderos del centro de Ecologfa de 1a U.N.A.M. Se regé el suelo hasta su
saturacion con agua de la llave cada tercer dfa. Cada seis dfas se sacaba una
iinea de diez cépsulas, las cuales se secaron y se pesaron. Restando el peso

final al del inicial, se obtuvo la pérdida de cada capsula. Con los datos de las
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DIAGRAMA DEL METODO UTILIZADO
DURANTE EL EXPERIMENTO

Se elaboraron 13 mezclas de harina de trigo refinada con metabotios
secundarios de plantas. Cada una de las mezcla se elaboré en tres
concentraciones (alta, media y bajal, que junto con la harina sola,

daban un total de 40 tratamientos.

v
Se rellenaron cdpsulas de gelatina O con los cuarenta
tratamientos.

7
Con las cépsulas rellenas se hicieron 25 matrices de pldstico,
cada una de las cuales llevaba 3 capsulas previamente pesadas
de cada uno de los 40 tratamientos, mas una cdpsula vacfa, para
un total de 121 cdpsulas por matriz,

l

Las matrices se enterraron en un alfalfar semillero, y se
fecuperaron en tismpos prestablecidos (8, 14, 20, 26 y 32 dias).
Antes de ser cubiertas con la tierra, las cdpsulas se perforaron con
ayuda de un alfiler.

|

Las matrices se secaron en el laboratorio a temperatura
ambiente.

l

Las diferencias entre el peso inicial de las cdpsulas menos el peso final,
fueron los datos que se trabajaron en los ANDEVA.
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diez cdpsulas se hizo un promedio, el cual era la media de la pérdida cada seis

dfas. Los resultados se muestran en la gréfica 1.

4.2 Etapa final
Se realizé una segunda etapa, de caracter experinﬁental, la cual puede divirse en
cuatro fases: preparacién de cdpsulas, elaboracién de matrices, sembrado de

éstas en el campo y obtencién de pesos finales.

4.2.1- Preparacion de mezclas y de semillas artificiales (cépsulas): Se realizaron
40 tratamientos de harina de trigo refinada mezclada con metabolitos
secundarios de plantas. Este niimero de tratamientos resultaba de la suma de
13 combinaciones de compuestos, multiplicados por tres concentraciones (alta,
media y baja), mas un testigo (harina sola). Las mezclas utilizadas aparecen en
la tabla 1 y los compuestos utilizados en la figura 1. Los distintos tratamientos
aparecen en la tablas 2a, 2b y 2c.

Los metabolitos usados se eligieron por las siguientes razones: a) por estar
presentes en semillas naturales; b) por haber sido objeto de estudios anteriores
reportados en la literatura; c) por que la mayoria esta frecuentemente en el
suelo, d) por representar a dos de las familias quimicas asociadas con la defensa
vegetal. Los &acidos fendlicos son compuestos que han probado su eficacia en
la inhibicién del crecimiento de hongos en la rizésfera del pepino (Shafer &

Blum, 1990), y otros hongos in vitro (Snook et al., 1992; Pellissier, 1993).
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Tabla 1.- Mezclas utilizadas en el experimento., Cada

una se presenté en tres concentraciones.

MEZCLA COMPUESTOS UTILIZADOS

1 ortho-vainillina

2 cido vainillico

3 cafefna

4 umbelliferona

5 4cido ténico

6 nicotina

7 cafeina + o-vanillina

8 cafeina + &cido téanico

9 cafeina + umbelliferona

i 10 cafefna + o-vainillina + &cido tanico (tercia)

11 cafefna + o-vainillina + 4c. tdnico + umbelliferona
(cuarteta)

12 cafelna + o-vainillina + &c. tdnico + umbelliferona + 4cido
vainfllico {quinteta)

13 cafefna + o-vainillina + &c. tdnico + umbelliferona + 4cido
vainillico + nicotina (sexteta)

14 harina sola
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Tabla 2a . Tratamientos utilizados en el experimento. Se sefialan compuestos

quimicos utilizados y ja concentracion de los mismaos.

MEZCLA | METABOLITOS SECUNDARIOS UTILIZADOS EN EL
EXPERIMENTO Y SU CONCENTRACION

1 o-vainillina 4 mg/g
2 o-vainillina 2 mg/g
3 o-vainillina 0.5 mg/g
4 acido vainillico 4 mglg
5 acido vainfllico 2 mg/g
6 acido vanillico 0.5 mg/g
7 cafelna 4 mg/g
8 cafeina 2 mglg
9 cafeina 0.5 mg/g
10 umbelliferona 4 ma/g
11 umbelliferona 2 mg/g
12 umbelliferona 0.5 mg/g
13 dcido tanico 4 mg/g
14 acido tanico 2 mgl/g
156 acido tanico 0.5 mg/g
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Tabla 2 b. Tratamientos utilizados en el experimento. Se seftalan compuestos

quimicos utilizados y la concentracién de los mismos.

MEZCLA | METABOLITOS SECUNDARIOS UTILIZADOS EN EL
EXPERIMENTO Y SU CONCENTRACION
16 nicotina 4 mg/g
17 nicotina 2 mg/g
18 nicotina 0.5 mg/g
: 19 cafefna + o-vainillina 4 mgl/g
20 cafefna + o-vainillina 2 mglg
21 cafeina + o-vainillina 0.5 mg/g
22 cafeina + &cido tanico 4 mgl/g
23 cafelna + 4cido tdnico 2mg/g
’ 24 cafelna + &cido tanico 0.5 mg/g
25 cafeina + 4cido vainillico 4 ma/g
| 26 cafeina + dcido vainillico 2 malg
27 cafefna + dcido vainillico 0.5 mg/g
28 cafeina + o-vainillina + &c. vainillico 4 mg/g
29 cafeina + o-vainillina + Ac. vainfllico 2 mg/g
30 cafelna + o-vainillina + &c. vainfllico 0.5 ma/g
31 cuarteta 4 mglg
32 cuarteta 2 malg
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Tabla 2 c. Tratamientos utilizados en el experimento. Se seilalan compuestos

quimicas utilizados y la concentracién de los mismos.

MEZCLA METABOLITOS SECUNDARIOS UTILIZADOS EN EL
EXPERIMENTO Y SU CONCENTRACION
33 cuarteta 0.5 mg/g
( 34 quinteta 4 mg/g
35 quinteta 2 mg/g
36 quinteta 0.5 mg/g
37 sexteta 4 mglg
8 sexteta 2 mgl/g
39 sextata 0.5 mg/g
40 harina sola

Lo mismo puede decirse de fas cumarinas {Zangler & Berembaum, 1990; Snook
et al., 1992),

Los taninos son sustancias asociadas con la defensa de las plantas, o al
menos con la resistencia neutral de las mismas (Edwards, 1989; Haslaim, 1988,;
Nichols-Orians, 1991).

La o-vainillina es un producto de la degradacién de la lignina {(Mikulasova

et al. 1990).

La nicotina y cafefna se utilizaron por pertenecer al grupo de los
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Los alcaloides se encuentran ampliamente representados en el reino
vegetal y su diversidad es enorme. Su papel como sustancias téxicas para los
herbivoros ha sido probada en varios casos (Harborne, 1982). En el caso
particular de la nicotina se ha demostrado que es una defensa quimica potente
cuya produccién es inducida por dafio simulado o producido por herbivorfa en

tres especies del género Nicotiana (Baldwin, 1988).

Tabla 3. Cantidades de harina y de metabolitos secundarios utilizados en el
experimento. Los datos son los pesos {en gramos) de los MS utilizados en cada
mezcla. Los nimeros indican la cantidad de MS utilizados en la mezcla.

Con (concentracién); Harina; MS (metabolitos secundarios).

CON | Harina| MS 1 2 3 4 5 6

alta 46.08 1 1.92 {192 |0.96 |0.64 |048 |0.384 |0.32

media | 47.04 1 0.96 | 0.96 | 0.48 |0.32 |0.24 |0.192 | 0.16

baja |47.76 | 0.24 { 0.24 |0.12 |0.08 |0.06 [0.048 |0.04

Los compuestos no se mezclaron con la harina utilizando disolventes, pues ei
4cido tdnico dilufdo hubiera formado complejos con algunas protelnas de la
harina, impidiendo una distribucion homogénea. En vez de ello, a los

compuestos ya pesados se les afiadid una cantidad igual de harina y se

mezclaron manualmente en repetidas ocasiones, para después pasarlos por el .

cernidor. Este procedimiento se repiti6 tantas veces fue necesario hasta alcanzar
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GRAF 1. EXPERIMENTO PRELIMINAR
PERDIDA DE PESO HARINA SOLA
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GRAFICA 1. Céapsulas de gelatina rellenas con harina sin metabolitos secundarios,
tardaron 24 dias en alcanzar una pérdida promedio mayor del cincuenta por cienta.
Los datos de este experimento permitieron determinar la frecuencia de los muestreos
en la etapa medular del trabajo.
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un total de 48 gr de mezcla que se hicieron para cada tratamiento {Tabla 3).
Con esta cantidad se rellenaron un total de 140 capsulas de gelatina por
tratamiento. El rellenado de fas mismas se hizo con ayuda de una aparato
expresamente disefiado en el laboratorio de Ecologia Quimica, del Centro de
Ecologfa de la U.N.A.M. Con este aparato se logré hacer el trabajo mas rapido

y obtener cierta homogeneidad en el peso de las cédpsulas,

4.2,2.- Disefio experimental y preparacion de matrices: Una vez terminada la
elaboracién de las cdpsulas, éstas se pesaron y se colocaron en unas matrices
que se hicieron a partir de bolsas de pldstico de 45 x 30 cm. -Estas bolsas se
sellaron con calor de manera longitudinal, creando 15 carriles paralelos. En cada
uno de ellos se colocd una cépsula previamente pesada. Una vez colocadas las
15 céapsulas de una linea, las bolsas se sellaron transversaimente, quedando
cada una de las cdpsulas en una porcién de la bolsa sellada por los cuatro lados.
En cada matriz se colocaron tres capsulas de cada uno de los 40 tratamientos,
més una cépsula vacfa. El orden de colocacién de las cépsulas fue determinado
al azar para cinco matrices tipo. De cada matriz tipo se hicieron cinco juegos,
para un total de veinticinco matrices. Una vez terminadas las y antes de ser
enterradas, las cdpsulas se perforaron una vez con ayuda de una aguja, con el

fin de permitir el contacto de las cdpsulas con la humedad y la microbiota del

suelo.
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4.2.3.- Trabajo de Campo: Este se llevé a cabo en un alfalfar semillero de dos
anos, en terrenos del Rancho Santa Lucfa, Municipio de Texcoco, Edo. de
México, perteneciente al CIFAP del Valle de México, dependiente del INIFAP. El
suelo del alfalfar es migajon areno-arcilloso, con 50% de arena, 32 % de arcilla
y 18 % de limo. Presenta un 2.55% de materia organica (andlisis realizado por
Enrique Solis, del Laboratorio de Analisis Quimicos del Centro de Ecologla,
U.N.A.M.). Las matrices se enterraron el 17 de junio de 1993 en el fondo de los
surcos, en hoyos de 15-20 cm de profundidad y de 60 cm de longitud x 45 cm
de ancho, en el interior de jaulas de acero inoxidable de 50 x 35 x 7 cm para
excluir roedores. Las jaulas se colocaron abiertas en el fondo de los hoyos. En
el interior de las mismas se coloc6é una capa del suelo removido de
aproximadamente 3 cm. Sobre esta capa se colocaron las matrices con las
perforaciones hacia abajo, y después se cubrieron con el suelo hasta alcanzar
los 7 cm de profundidad de las jaulas. Al llegar a este punto, las jaulas se
cerraron con ayuda de alambre de acero inoxidable. Después los hoyos se
terminaron de llenar con el resto del suelo removido. Los hoyos se hicieron a lo
largo de los surcos, cinco en cada uno de ellos. La distancia entre hoyo y hoyo
fué de 10 metros, y los surcos elegidos se encontraban a tres surcos uno del
otro. Los hoyos se encontraban desfasados cinco metros respecto a los hoyos
del surco adyacente.

Las matrices se enterraron el 17 de junio de 1993, Se recogieron a los 8,
14, 20, 26 y 32 dias en grupos de cinco matrices elegidas al azar para cada

fecha.
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4.2.4.- Trabajo de laboratorio: Las matrices desenterradas se llevaron al
laboratorio, Se les quité el exceso de humedad colocdndolas sobre papel
perfodico, y después fueron secadas ala sombra y a temperatura ambiente. Una
vez secas, las capsulas fueron sacadas de su lugar en la matriz, y colocadas en
bolsas de papel encerado. Dos de las tres capsulas de cada tratamiento fueron
secadas en horno durante 48 horas a 65° C. Pasado este tiempo se les pesd.
En ocasiones, las capsulas se encontraban muy deterioradas, por o cual fue
necesario secarlas junto con el plastico que las recubria. En esos casos, al peso
de la cdpsulas con pldstico se le restd el del plastico solo, peso que fue aobtenido
al lavar el plastico y secarlo por 24 horas a 65° C. La tercera capsula se
mantuvo seca y a temperatura ambiente para utilizarse en estudios posteriores.
Con los pesos iniciales y con los pesos abtenidos después del enterramiento, se
obtuvieron los porcentajes de pérdida de cada una de las cdpsulas. Los datos se

analizaron por medio de andlisis de varianza (ANDEVA) de una y de dos vias.
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5.- RESULTADOS

Los datos presentaron homogeneidad de varianzas al ser transformados los
porcentajes de pérdida mediante la ralz cuadrada del arcoseno de la proporcién
(Lewis, 1982), y se analizaron por medio de tres pruebas de ANDEVA: el primer
andlisis fue de dos vias en el cual se utilizaron las concentraciones y el nimero
de compuestos como las variables independientes y la pérdida de peso coma la
variable dependiente; el segundo fue un andlisis de dos vias teniendo las
concentraciones y el tipo de compuestos como las variables independientes y
la pérdida de peso como variable dependiente; el tercér anélisis fue; un ANDEVA
de una via siendo el tratamiento |a variable independiente y la pérdida de peso
la dependiente. T
5.1.- Primer andlisis.

Los datos obtenidos de los cinco muestreos se analizaron por medio de un
ANDEVA de dos vias. Las variables independientes fueron el nimero de

compuestos y la concentracién, mientras que la pérdida de peso se usé como

“variable dependiente, Los resultados (tabla 4) seiialan diferencias significativas

solamente en los dos primeros muestreos. En el primer muestreo resulté
significativo el efecto del niimero de compuestos. Los tratamientos con seis
compuestos tuvieron menores pérdidas que los tratamientos con dos y cinco

compuestos, mientras que los tratamientos con cuatro compuestos presentaron
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menores pérdidas que los tratamientos con cinco (grafica ba). Los tratamientos
de un solo compuestos no difieren significativamente entre si (F=0.285175;
p=0.5936), aunque es posible observar una tendencia a la formacién de dos
grupos, el primero con una pérdida mayor donde aparecen la cafeina, la
umbeliiferona y el dcido tdnico, mientras que el segundo grupo incluirfa a la
o-vainillina, el 4cido vanillico y la nicotina (grafica 2b).

En el segundo muestreo no hubo diferencias significativas ni del nimero
de compuestos ni de la concentracién en la que se presentaron. Sin embargo
resulté significativa la interaccién entre ambas variables (gréfica 3). Esto se
debi6 a que los tratamientos con seis compuestos presentaron un
comportamiento distinto a las demas combinaciones. En concentraciones altas
tuvieron una pérdida menor respecto a resto de los tratamientos; en
concentraciones intermedias tuvieron una pérdida similar al resto de los
tratamientos y presentaron una pérdida significativamente mayor a todos los
demds tratamientos en concentracién baja (F=6.6871; p= 0.01019).

Los pares fueron los Uinicos que presentaron un comportamiento similar
al predicho por la hipétesis, aumentando la pérdida de peso conforme disminuyé
la concentracién de los compuestos. Los demds tratamientos no presentaron

diferencias significativas ni entre el nGmero de compuestos ni entre

concentraciones de metabolitos secundarios.
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GRAFICA 2a. EFECTO DEL # DE COMPUESTOS
EN EL PRIMER MUESTREO (8 DIAS)
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GRAFICA 2a. La tendencia a la disminucién de la pérdida de peso en las
cépsulas al aumentar el nimero de metabolitos secundarios (MS), se ve alterada por
una alta pérdida de las cdpsulas rellenas de harina mezclada con cinco MS. Sin
embargo, el efecto del nimero de compuestos en la mezcla resulto significativo.
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GRAFICA 2b. EFECTO DEL TIiPO DE COMPUESTOS
EN EL PRIMER MUESTREO (8 DIAS)
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GRAFICA 2b. A los ocho dias de enterramiento, existen diferencias significativas entre
las pérdidas de peso de las cépsulas que pueden ser correlacionadas con el tipo de
mezcla presente en la cdpsulas. Las capsulas rellenas de harina con seis compuestos
y de harina con nicotina, tuvieron las pérdidas mds bajas. No existe un patrén definido
en el comportamiento de las muestras. Los datos de las capsulas con harina sola
fueron exclufdos por presentar errores estdndares demasiado grandes que
enmascaraban el resto de los datos.
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GRAFICA 3. INTERACCION EN EL SEGUNDO MUESTREO
ENTRE LA CONCENTRACION Y EL # COMPUESTOS
F(10,290)=1.93; p<.0405
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GRAFICA 3. Interaccidn en el segundo muestreo de la concentracién y el nimero de
compuestos. Esta interaccién resuitd estadisticamente significativa (p=0.01019),
Los tratamientos can uno, dos, y cuatro compuestas se compartaran de acuerdo a la
hipétesis. Los tratamientos con tres y cinco compuestos tuvieran su menor pérdida
en fa concentracidn intermedia, mientras que en concentraciones altas t bajas,
tuvieron pérdidas semejantes. Finalmente, los tratamientos con seis compuestos
tuvieron también un comportamiento acorde can la hipGtesis, aumentandao la pérdida
de pesa de Jas cdpsulas confarme disminuyd la cancentracion. En el caso de la sexteta
en baja concentracidn, la pérdida es notablemente mayor que en todos los demds
tratamientos, lo cual sugiere que fos metabolitos secundarios pudieron estar de
manera Individual, por debajo del nivel de concentracidn minimo para tener efecto
sobre el crecimiento de los hongaos.

Los valares del eje detas Y 's se multiplican por cien, Excluida Ia harina sola par
tener errares estdndares que enmascaran resultados. F{10,290) = 1,93; p < .0405,
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Tabla 4. Resultados de ANDEVA de dos vias con nimero de compuestos y
concentraciones como factores. 1.- nimero de compuestos, 2.- concentracldn,

12.- interaccion. Efectos significativos a P menores de 0.06 (*).

Muest | Efecto | df ef MS ef | df MS err F nivel p
err

1+ 5 017N 2.4155 |.03572

1 2 2 00342 | 369 | .00710 | .48244 | .61766
12 10 .00491 .69231 |.731756
1 5 .03050 .76404 | .57636.

2 2 2 098371 290 {.39919 | 2.4642 | 08685
12* 10 07721 1.9343 |.04049

5 .04953 1.4647 |.20058

3 2 2 ,07086 | 365 | .03381 | 2.0953 |.1245

12 10 .02898 .85716 |{.57382

5 .05892 1.7734 |.11747

4 2 2 .01022 | 360 |.03322}.30773 |.73530
12 10 03836 1.1545 |.32067
1 5 .02618 1.4829 | .19439.

5 2 2 .00073 1 382 {.01766 | .04157 | 95928
12 10 .01693 95850 | .47941

6.2.- Segundo andlisis.

El segundo analisis fué un ANDEVA de dos vias, teniendo al tipo de
compuestos y a la concentracidon como variables independientes y a la pérdida
de peso de las c4psulas como variable dependiente. El anélisis mostré un efecto
significativo en la concentracién (tabla 6§ y grafica 4), donde se observdé un

comportamiento como el predicho en la hipétesis, para todos los tratamientos;
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GRAFICA 4. PORCENTAJES DE PERDIDA A LOS 14 DIAS
DEPENDIENDQ DE LA CONCENTRACION

0.66
4
i
[8]
x
0.62
8 |
< o
2 o058
T
* 1
0.54 o
o | |
05
: _1__ I” 11.96* Ermr. Estd.
0.46 {3 £1.00* Err, Estd,
ALTA MEDIA BAJA o Media
CONCENTRACION

GRAFICA 4.- Efecto de la concentracién sobre la pérdida de peso de
la céapsulas a los catorce dfas. A menor concentracién, mayor
pérdida de peso. Este comportamiento corresponde con lo predicho
por la hipétesis, y se oresenta solamente en este muestreo.

La harina sola fué excluida por cuestiones estadisticas. El
bajo nimero de réplicas del tratamiento sin metabolitos secundarios
desbalancea el andlisis.
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Tabla 5. Resumen de todos los efectos segundo muestreo.

ANOVA dos vias. 1-concentracién, 2-tipo de compuesto.

al aumentar la pérdida de peso de las cdpsulas conforme disminuyé la
concentracion de los metabolitos secundarios. En este muestreo aparecio
marginalmente significativo el efecto del tipo de compuesto; en la gréfica 5 se
observa que las cdpsulas con tratamientos de o-vainillina presentaron una
pérdida ligeramente menor respecto a las cdpsulas que contenfan &cido
vainfllico, umbelliferona, nicotina, cafelna + dcido ténico, y los tratamientos con
tres, cinco y seis compuestos. Todos los demas tipos de compuestos
presentaron pérdidas dentro de un mismo rango y forman un grupo

estadisticamente homogéneo.

jfrror df: 1ﬁmﬁ

Efecto Efecto df Efecto MS F Nivel p
*1 2 085662 3.83363 024328
2 12 040949 1.83259 .0501 69
1*2 24 02352 1.05263 40797

En los deméas muestreos no aparecen efectos significativos.

6.3.- Tercer andlisis.

Se realiz6 un ANDEVA de un sola via para cada fecha de muestreo,
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GRAFICA 5. PERDIDAS ASOCIA. &€ AL TIPO DE j
MEZCLA DE MS A LOS CATOrCE DIAS J
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GRAFICA 5, Pérdidas de peso de las cdpsulas de harina mezclada con diferentes
combinaciones de metabolitos secundarios en el segundo muestreo. Los valores del
eje Y se multiplican por 100. En la gréfica fué excluida harina sola por distorcionar lo
resultados al tener errores estandares muy grandes. Los combinaciones, que aparecen
en el eje de fas X 's son los siguientes:

, 2.-o-vainillina(N = 24}; 3.-4cido vainillico (N = 24); 4.-cafeina (N = 23); 5.-umbelliferona
(N=24); 6.-4cido tdnico (N=23); 7.-nicotina (N=23); 8.-cafeina + o-vainillina
(N=25); 9.-cafelna + &c. tdnico (N=24); 10,.-cafelna + umbelliferona (N=24); 11.-
tercia (N=24); 12.-cuarteta (N =24); 13.-quinteta (N=24); 14.-sexteta (N=24),
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teniendo los distintos tratamientos como la variable independiente y la pérdida
de peso de las cédpsulas como variable dependiente. Fueron cuarenta los
tratamientos utilizados en la variable independiente, siendo cada uno de ellos la
combinacidn de una de las trece mezclas de metabolitos secundarios en una de
las tres concentraciones, mds la harina sola. En este andlisis se encontraron
efectos altamente significativos en cada uno de los muestreos (tabla 6).

En el primer muestreo (grifica 6) realizado después de 8 dfas de
enterramiento, se obtuvieron cinco grupos con pérdidas estadisticamente
homogéneas. La sexteta y la o-vainillina presentaron, junto con otros veintisiete
tratamientos, diferencias significativas respectoalos 11 tratamientos resfantes:
cafefna + dcido tdnico 2 ma/g; cafeina + &cido vainillico 0.5 mg/g; cafelna +
4cido tanico 4 mg/g; cafelna 2 mg/g; 4cido vainillico 2 mg/g; quinteta 2 mg/g;
nicotina 2 mg/g; umbelliferona 0.5 mg/g; cafeina 0.5 mg/g y umbelliferona 2
mg/g. Es ésta Ultima, la umbelliferona 2 mg/g, el Unico tratamiento que resulté
diferente a todos los demds al tener una pérdida significativamente superior. La
harina sola que fue utilizada como testigo presenté una pérdida similar a
veintinueve tratamientos.

En el segundo muestreo, realizado a los catorce dias (gréfica 7) aparecen
cinco grupos con pérdidas estadisticamente similares. La o-vainillina 2 mg/g es
el tratamiento que presenté una menor pérdida, seguido por el 4cido vainfllico
0.5 mg/g, aunque estos tratamientos no difieren en forma estadisticamente
significativa de otros 27. El tratamiento con la mayor pérdida fue la harina sola.

Sin embargo, dicha pérdida no difiere estadisticamente hablando, a la de
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TRATAMIENTO

GRAFICA 6 PERDIDA DE PESO DE LOS TRATAMIENTOS A LOS SIETE DIAS. En el
primer muestreo, no existe gran diferencia entre los grupos. El primer grupo contiene
a varios tratamientos que tuvieron pérdidas menores en concentraciones altas. La falta
de diferencias estadisticmanete significativas entre tratamientos en concentraciones
altas y los mismos en concentraciones bajas o intermedias, no permite apoyar la
hipdtesis, aunque sf marca una tendencia en ese sentido. Las lineas horizontales
marcan grupos estadisticamente homogéneos.

Aparecen sefalados de derechaa izquierda, sexteta 4 mg/g; o-vainillina4 mg/g;
o-vainillina 2 mg/g; harina sola (N=10); cafelna + &cido tdnico 0.5 mg/g y cafeina
0.5 mg/g.

Los valores del eje de las Y s se multiplican por cien.

Concentraciones: sin sus. quim. [} alta [ media N baja I8

TRATAMIENTOS: 1.-o-vainillina (N=30); 2.-4cido vainillico (N =28); 3.-cafeina
(N=29); 4.-umbelliferona (N=30); 5.-4cido tadnico {N=29}); 6.-nicotina (30); 7.-
cafeina + o-vainillina (N =30); 8.-cafelna + 4cido tanico (N =28); 9.-cafefna + &cido
vainillico (N=31); 10.-tercia (N= 31); 11.-cuarteta (N=232); 12.-quinteta (N =30);
13.-sexteta (N=30); 14.-harina sola (N =10).
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GRAFICA 7 PERDIDAS DE LOS TRATAMIENTOS A LOS TRECE DIAS. En este
muestreo es donde aparecen mayores diferencias entre los distintos grupos integrados
por tratamientos estadisticamente iguales -marcados con Ias lineas horizontales en la
parte superior de la grafica. Es también, el Unico muestreo donde el tratamiento con
13 pérdida mayor es la harina sola, como lo predijo la hipdtesis. El comportamiento de
los demds tratamientos no corresponde a la predicho por la hipéStesis, al tener varios
de los tratamientos con pérdidas menores, concentraciones medias e incluso bajas,
Aparecen marcados de izquierda a derecha, o-vainillina 2 mg/g,
o-vainillina 4 mg/g, cafeina 0.5 mag/g, 4cido vainfllico 2mg/g y harina sola. Los valores
del eje de las Y "s se muitiplican por cien. ‘
Concentraciones: sin MS [1 ggalta media [y boajal
TRATAMIENTOS: 1.-o-vainillina (N=24); 2.-dcido vainillico {N=24); 3.-cafeina
{N=23); 4.-umbelliferona (N = 24); 5.-4cido tanico (N = 23); 6.-nicotina (N=23); 7.
cafeina + o-vainillina {N=25); 8.-cafeina + d&cido tanico (N=24); 9.-cafeina +
umbelliferona (N=24); 10.-tercia (N=24); 11.-cuarteta {N=23); 12.-quinteta;
13.-sexteta {(N=23); 14.-harina sola {N=8).
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otros veintiseis tratamientos, siendo estadisticamente distinta a trece
tratamientos.
Tabla 6. Anélisis de varianza de los cinco muestreos.

, ANOVA una via con efectos marcados con p menor a 0.05.

l Mstr | Efecto | Efe | Efec. | Ercor | Err. |Err. |F p
: SS df | Mms SS df | Ms

1 9906 40 | 247.67 | 2.436 | 3567 |.007 | 36293 | .00

2 9860 40 | 246.51 | 10.78 | 276 | .039 | 6309 .00

; 3 9839 40 | 245.96 | 11.49 | 363 |.032 | 7568 .00

4 9816 40 | 245.39 | 11.32 {347 }.032 | 7524 .00

5 9810 40 | 245.25|6.54 | 370 |.018 | 13875 |.00

En el tercer muestreo, realizado después de 20 dias de enterramiento, se
obtuvieron cinco grupos estadisticamente homogéneos en cuantb a pérdida de
peso {grafica B).

El tratamiento que presenté la menor pérdida es la quinteta 0.5 mg/g,
seguido de la cafeina 0.5 mg/g y del Acido vainillico 0.5 mg/g. Estos

tratamientos se encuentran en el primer grupo homogéneo junto con otros
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TRATAMIENTO

GRAFICA 8 PERDIDA DE LOS TRATAMIENTOS A LOS 20 DIAS. Existe poca
diferencia entre los distintos grupos de tratamientos con pérdidas estadisticamente
iguales -seftalados con las Iineas horizontales en la parte superior de la grafica. El
comportamiento de los tratamientos no corresponde al predicho por la hipétesis.
Cuarteta 2 mg/g, cafelna + dcido tdnico 2 mg/g y o-vainillina 2 mg/g presentan
pérdidas bajas. Harina sola y quinteta 2 mg/g presentan las pérdidas mas altas. Los
valores del eje de las Y “s se multipiican por cien.

concentraciones sinMS (@  alta @ mediabd baja B

TRATAMIENTOS: 1.-o-vainillina (N =28); 2.-4cido vainiliico (N=31); 3.-cafelna
(N=29); 4.-umbelliferona (N=31); 5.-4cido tanico (N=30); 6.-nicotina (N=30); 7.-
cafelna + o-vainillina (N=29); 8.-cafelna + &cido tdnico (N=30); 9.-cafelna +
umbeliiferona (N =30); 10.-tercia (N=31); 11.-cuarteta (N = 29); 12.-quinteta (N = 29);
13.- sexteta (N=28); 14.-harina sola (10).
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veintisiete, Los tratamientos que presentaron mayores pérdidas son el par

cafeina + umbelliferona 4 mg/g, la sexteta 4 mg/g y la cafefna 4 mg/g. Estos

tres tratamientos pertenecen al Gltimo grupo homogéneo, del cual forman

parteotros velintitres tratamientos. Existe una diferencia significativa entre los
tres tratamientos con pérdidas menores y los tres tratamientos con pérdidas
mayores.

En el cuarto muestreo, realizado después de 26 dias de enterramiento, se
obtuvieron cinco grupos con pérdidas estadisticamente homogéneas (grafica 9).

El tratamiento de menor pérdida fue el par cafeina + o-vainillina, seguido por la

cafeina y la o-vainillina, todos en concentraciones de 2 mg/g. El tratamiento de

mayor pérdida fue la cuarteta, también en concentracién de 2 mg/g. Los tres
primeros pertenecen a un grupo homogéneo junto con otros treinta
tratamientos. Los de mayor pérdida pertenecen a un grupo homogéneo de 26
tratamientos. El tratamiento de harina sola se encuentra cargado hacia la zona
de mayor pérdida difiriendo solamente de los primeros tres tratamientos del

primer grupo homogéneo, Existe un grupo de 13 tratamientos estadisticamente

' iguales, donde se incluye la harina sola, que es el que tiene la menor pérdida de

peso,

En el quinto muestreo (treinta y dos dias de enterramiento) nuevamenta
aparecen cinco grupos con pérdidas estadisticamente homogéneas (gréafica 10).
El grupo con pérdidas menores incluye a 29 tratamientos entre los que se
encuentra la harina sola. E! tratamiento con pérdida menor es el de

cafeina + o-vainillina 4mg/g, seguida por la tercia y por la cafeina, también en

44

"



‘ Y '

NENN

N NENN

0.8+ Q) R N NENN

3 N N NENN

N N N NYAY

< ] NESER NERER N ¥ RR

a or 0N NENAN NEREN N NINN

Q R NENNN N N N NENN

o NNN NENNN N N N NENN

NN NERR N N N N NN

W0 NN NENNN NERER \ NERN

o NN NENRN NEREN N NINN

‘—3 0.54 NN NENARN N N N NENR

g RYAYAY NENNN N N \ NENN

AN NENNN N \ N NENN

[ RUNN NN AN N N N SOINN

5 NN NENKN N N N NENN

g 94 NN NENKN N N N NENN

o §§|§1‘ NENAN NERER N ANENN

NN NN N N N HENENN

S 1 ANRENIANIIHNER 1 RR
N \

o NN NENRR NRRER N ANENN

a2 R NENRN NEREN N ANENN

- NRNS N INININ N N N NN

NREN NENNN N N RN . NENN

NN NENRN N N NEEE! ENENN

0.t WY NENRN NEREN NREE! ENANN

NN NENEN SR ANERE| ERENN

NREN N RN N ' N SN

o NN RN ENNN JREELRIEL N ENFINN

7311131298104 51211137 1 2108578401064 18232 8121342135811

GRAFICA 9 PERDIDA DE LOS TRATAMIENTOS A LOS 26 DIAS. No aparece patrén
alguno en el comportamiento de los datos; por lo tanto, la hipdtesis no se cumple. Los
tratamientos estadisticamente homogéneos, forman grupos que se sefialan con las
lineas horizontales de la parte superior de la grafica.

Aparecen de izquierda a derecha cafeina + o-vainillina 2 mg/g, harina sola,
nicotina 4 mg/g y tercia 4 mg/g. El primer tratamiento sefialado es el de menor
pérdida, mientras que los dos Ultimos son los de pérdidas mayores. La harina sola es
el control.

Los valores del eje de las Y °s se multiplica por cien.

Concentraciones sin MS £ alta -] media 8 bajo B
TRATAMIENTOS: 1.-o-vainillina (N=29); 2.-4cido vainilico (N=30); 3.-cafeina
{N=230); 4.-umbelliferona (N = 28); 5.-4cido tanico (N =230}; 6.-nicotina (N=29); 7.-
cafeina + o-vainiflina (N =28); 8.-cafeina + &cido tanico (N=29); 9.-cafeina +
umbelliferona (N = 30); 10.-tercia (N = 30); 11.-cuarteta (N=29); 12.-quinteta{N = 28);
13.-sexteta (N =29); 14.-harina sola (N=9).
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TRATAMIENTO

GRAFICA 10 PERDIDAS DE LOS TRATAMIENTOS A LOS 32 DIAS. Los datos de
este muestreo no presentan ningin patrén definido, La hipétesis no
se cumple ni siquiera de manera parcial. Los datos de pérdida de
peso de las cépsula con distintos tratamientos, forman grupos
estadisticamente homogéneos, los cuales se sefialan con las lineas
horizontales de la parte superior de la grdfica.

Aparecen marcados de izquierda a derecha nicotina 4 mg/g,
harina sola, cafefna + 4cido ténico 4 mg/g, cafeina + o-vainillina
2 mg/g y o-vainillina 0.5 mg/g. El primer tratamiento sefialado es
el de pérdida menor, mientras que los idltimos tres tratamientos
seflalados estdn entre los de mayor pérdida. La harina funcioné como
control.

Los valores del eje de las Y se multiplican por cien.
concentraciones: sin MS [ alta B8 media 8 baja W
TRATAMIENTOS: 1.-o-vainillina (N=31); 2.-acido vanillico (N=30);
3.-cafeina (N=30); 4.-umbelliferona (N=30); 5.-&cido tdnico (M=30);
6.-nicotina (N=30); 7.-cafeina + o-vainillina (N=31); 8.-cafefna +
dcido tanico (N=32); 9,-cafeina + umbelliferona (N=32); 10.-tercia
(N=31); 11.-cuarteta (N=32); 12.-quinteta (N=29); 13.- sexteta
(N=29); 14.-harina sola (10).
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concentraciones de 4 mg/g. Los tratamientos con pérdidas mayores son cafefna
+ acido tanico 2 mg/g y la o-vainillina 0.5 mg/g, los cuales se presentan en un
grupo estadisticamente homogéneo de 27 tratamientos.

No hubo un patrén de respuestas claras a lo largo del experimento,
especialmente después del segundo muestreo. Los tratamientos que
disminuyeron la pérdida de peso de las capsulas en cierto muestreo, no son los
mismos en el siguiente. Un caso claro de asto es {a harina sola, que teniendo
pérdidas medias en la mayoria de los tratamientos presenta la menor pérdida en

el segundo muestreo,
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6.- DISCUSION

Los datos obtenidos no apoyan la hipdtesis de trabajo -plantas con
defensas quimicas més complejas estarfan mejor defendidas que plantas con
defensas quimicas menos complejas. Asi o demuestra la inconsistencia de los
datos desde los dos primeros muestreos. El resto de los muestreos no presenta

un patrén definido y la inconsistencia de los datos aumenta.

Los ANDEVA de dos vias detectaron efectos significativos en los dos

primeros muestreos exclusivamente, en el primer muestreo este efecto se debid
al nimero de compuestos y en el segundo muestreo, a la concentracién de los
compuestos y a la interaccién entre concentracién y niimero de compuestos
utilizados.

En el primer muestreo las cdpsulas con pérdidas de peso menores fueron
las tratadas con la sexteta, seguidas por la nicotina, la cuarteta, el acido
vainfllico y la o-vainillina. Las pérdidas mayores las presentaron las capsulas con
tratamientos de cafeina + d4cido tdnico y la quinteta. Existe un grupo de
pérdidas intermedias que incluye a los demds tratamientos. En el segundo
muestreo las cdpsulas con harina sola fueron las que tuvieron la pérdida mayor
en términos absolutos, aun cuando estadisticamente no se diferencian de un
gran nimero de otros tratamientos. En este muestreo se demaostrd también que
la pérdida de peso disminufa conforme aumentaba la concentracidn de los
metabolitos secundarios, apoyando ligeramente nuestra hipdtesis. Esto sugiere,

junto con los datos del primer muestreo, que la presencia de algin metabolito
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secundario 0 combinacién de metabolitos resulta benéfico en etapas iniciales de
colonizacién al interferir con el desempefio de los hongos. Esto resulta
interesante si recordamos la hipdtesis de la defensa 6ptima (#agerstr&m et al,
1987), segun la cual, a una planta le resultard mejor no presentar defensa si el
daiio que le genera un herbivoro es menor que el costo de producir las defensas
requeridas. Segun nuestros datos, al enfrentarse la planta a una comunidad de
herbivoras, el consumo serd mayor en ausencia de defensa que en presencia de
alguna sustancia. Si tomamos en cuenta que en la naturaleza la mayor parte de
la plantas tienen mas de un consumidor, entonces las que posean alguna
defensa resultardn beneficiadas por la seleccién natural, ain cuando la
elaboracién de la defensa represente un gasto. De esta manera, la cantidad de
metabolitos secundarios presentes {solos 0 en mezcla) parece ser importante.
El hecho de que en un muestreo donde resultan significativos el nimero de
compuestos y la concentracidn de los mismos (segundo muestreo), la menor
pérdida de todos los tratamientos se da en la cdpsulas de la sexteta 4 mg/g, y
la mayor pérdida de todos los tratamientos se da en las cdpsulas con el
tratamiento sexteta 0.5 mg/g, indica que los metabolitos secundarios actdan

con base en ia concentracién. Ademds, parece existir un nivel de concentracidén

critica debajo del cual, dejan de tener efecto alguno estos metabolitos -

secundarios. Por otro fado el hecho de que la mayor pérdida se da en la sexteta
a baja concentracién y que ésta sea mucho mayor que la de otros tratamientos
en la misma concentracién, indica que el efecto de las combinaciones de

metabolitos no es igual a la de los metabolitos de manera individual.
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A partir del tercer muestreo deja de haber patrones en los datos. El hecho
de que no existan patrones claros en los primeros dos muestreos y que a partir
del tercero no se encuentre ningun dato relevante puede tener varias
axplicaciones no excluyentes:

a) existe una heterogeneidad en la distribucién y abundancia de los hongos
en el suelo. La importancia de esto ha quedado demostrada por Robertson &
Freckman (1995) para otros grupos como los nemdtodos. En este trabajo los
autores demostraron {a existencia de abundancia y distribuciones muy
heterogéneas tanto intra como intergremiales en poblaciones de nemétodos en
campos maiceros del centro de los Estados Unidos, los que supuestamente son
suelos muy homogéneos. En estos estudios los nematodos fueron subdivididos
segun hdabitos alimenticios en bacteriéfagos, pardsitos de plantas,
omnivoros/depredadores y fungivoros. La alta heterogeneidad en la abundancia
y distribucidn de este Ultimo grupo indica de manera indirecta, una
heterogeneidad de distribucién y abundancia en los propios hongos, que
depende de la escala. De existir ésta en campos de cultivo altamente
tecnificados corﬁo son los del medio oeste norteamericano, es de esperarse que
sea aun mayor o al menos igual, en campos menos manipulados como el
utilizado en este estudio. Esta heterogeneidad pudo haberse traducido en tasas
de colonizacidn diferenciales entre matrices, aumentando los errores estdndares
de los datos y enmascarando los efectos de los distintos tratamientos. A pesar
de que la disposicién de la cdpsulas en cada matriz fue aleatoria, al igual que la

recuperacién de matrices, esto no serfa suficiente para tener una muestra que
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eliminara los efectos de una distribucién de los hongos tan heterogénea a gran
escala.

b) Los procesos de exclusién competitiva que se dan entre los hongos.
Existen hongos capaces de producir aleloquimicos que inhiben el crecimiento de
otras especiss (Janzen, 1977). Asf, el hongo que logre penetrar a una semilla
(en este caso, a una de las cdpsulas) podrfa ser el Unico en degradarlo. Dada la
variabilidad de las tasas de descompaosicién del sustrato de las distintas especies
de hongos, éste podrfa ser un factor ain mds importante que los propios
tratamieﬁtos utilizados a la hora de la obtencién de los resuitados.

c) Degradacidén de las sustancias utilizadas en el proceso. Si bien tanto la
identidad quimica de las sustancias como las concentraciones de las mismas
quedaron establecidas al inicio del experimento, posteriormente los metabolitos
secundarios se desnaturalizan en el suelo debido a la accién de los
microorganismos (Kumar et a/, 1993; Kinkel et al. 1987). Kumar et al. {op. cit)
demostraron que los hidroximatos ciclicos y las aminofenoxazinonas oxiladas
producidas por el mafz y el trigo son degradados en el suelo por hongos y
bacterias. Los productos dela accidn de estos microorganismos pueden resultar,
en ocasiones, mds fitotéxicos que los originales. Hoagland & Williams (1988)
demostraron que los exudados de jas rafces de las plantas alteran la
composicién de la comunidad de microorganismos de la rizésfera y estos
cambios, al alterar las importancias relativas de las distintas especies, generan
después cambios en la qufmica de los propios exudados. Ademds, a cualquier

tasa de descomposicién, llega el momento en que la cantidad del compuesto
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intacto esté por debajo de la cantidad requerida para tener algun efecto. Cuando
esto sucede, los microorganismos crecen méas rapido y las diferencias entre
tratamientos desaparecen. Ademds de las acciones de microorganismaos, hay
que tomar en cuenta la degradacién de los metabolitos secundarios que tiene un
origen abidtico, especialmente oxidacién por accién del agua o aire.

d) La presentacién de los metabolitos secundarios (MS) a la comunidad de
hongos consumidores. Enla naturaleza, las sustancias quimicas con propiedades
defensivas se encuentran localizadas en ciertas partes de las plantas. Enel caso
de las semillas suelen estar en la testa o en las ornamentaciones de las mismas.
Estas son, capas relativamente delgadas, asf que la utilizacién en este trabajo
de concentraciones en base al peso total, pudo haber originado que la calidad
fuera diferente a las que las semilias presentan de manera natural, aan siendo
cuantitativamente iguales. De ser cierto esto se utilizaron concentraciones
mucho mds bajas'que las que se presentan en la naturaleza. Los metabolitos
secundarios se ofrecieron ala comunidad de consumidores en una distribucién
homogénea cuando en la naturaleza se presentan ligados a la pared celular. Esta
condicién permitié que los MS entraran en contacto més estrecho con las
estructuras invasoras de los hongos, y quizds esto contribuydé a retardar la

descomposicién de las sustancias.
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7.- CONSIDERACIONES FINALES

Los resultados no apoyan la hipdtesis. Sin embargo, por los datos que se
desprenden del primero y principalmente del segundo muestreo, tampoco es
posible desecharla por completo.

Con base en todos los resultados, se sugiere que para una planta, o sus
partes, resultard mejor tener algin tipo de defensa, que carecer de ella, al
menos durante la etapa de colonizacién por parte de hongos consumidores.
Ademés, a mayor concentracién de compuestos mayor proteccion.

Para obtener datos mds claros y poder tener una postura mas precisa ante
la hipdtesis del trabajo se sugiere lo siguiente:

- Mayor control de las variables. La heterogeneidad de la distribucién y
densidad de las poblaciones de hongos del suelo representé un problema.
Existen dos posibles soluciones:

1) aumentar el numero de repeticiones, tanto de matrices como de
cdpsulas, para buscar disminuir los errores estadndares.

2) realizar los enterramientos en macetas, con tierra esterilizada y
posteriormente inoculada, conociendo la cantidad de inéculo.

El problema de 1 es que aumenta enormemente la cantidad de trabajo; el
problema de 2 es que la variabilidad de la comunidad de consumidores se verfa

reducida.

- Aumento de las concentraciones utilizadas si se ha de usar la

presentacion homogénea de los MS en las cdpsulas.
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- Presentar los MS a la comunidad de hongos de una manera més
adecuada, es decir, concentrados en fa parte externa de las cépsulas. Es posible
pensar en cdpsulas de dos tamafios semejantes, pero una mayor que otra, La
menor contendria harina sin MS, los cuales se encontrarfan en el espacio
existente entre anbas capsulas, revueltos homogéneamente con harina en

concentraciones adecuadas.
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